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RESUMEN 
En los últimos años se ha dedicado especial atención a los problemas de 
biodeterioro derivados del crecimiento de microorganismos en ambientes 
hipogeos. Una de las características de este tipo de ambientes es su baja 
temperatura, más o menos constante, que no llegan a superar los 20°C. Este 
hecho plantea un problema metodológico, pues los aislamientos de bacterias 
suelen llevarse a cabo a una temperatura de 28°C, diferente de las habituales 
en ambientes hipogeos. Cabe esperar que. la temperatura óptima de 
aislamiento se encuentre en el rango de temperatura del hábitat estudiado. En 
este trabajo, se ha abordado el problema metodológico, determinando las 
temperaturas de crecimiento óptimo y los perfiles metabólicos a distintas 
temperaturas de cultivo, de una serie de bacterias aisladas a distintas 
temperaturas de cuevas con pinturas rupestres, situadas en la cornisa 
Cantábrica (norte de España). 
Palabras clave: Bacterias, cuevas, pinturas rupestres, temperatura de 
crecimiento, Biolog. 
INTRODUCCiÓN 
Los ambientes hipogeos se caracterizan por tener temperaturas 
relativamente bajas y constantes a lo largo del año, así como una 
elevada humedad relativa, condiciones distintas a las existentes en la 
superficie (Laiz el al., 1999; 2000). En las últimas décadas, este tipo de 
ambientes, del que forman parte las cuevas con pinturas rupestres, 
necrópolis y catacumbas, han sufrido el efecto del turismo de masas. Un 
sistema de visitas indiscriminadas modifica el microclima, debido al 
aumento de temperatura y CO2 producido por los visitantes. A ello se 
suman los problemas generados por los sistemas de iluminación 
artificial, que permiten la colonización de microorganismos fotótrofos 
(Bruno y Albertano, 1999; Albertano el al., 2000). Una adecuada gestión 
del patrimonio cultural tiende a reducir los efectos antropogénicos 
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mediante el control de visitas, de forma que no alteren 
significativamente el microclima. 
El estudio del efecto de la temperatura sobre la utilización de 
fuentes de carbono por parte de microorganismos de ambientes 
hipogeos es uno de los aspectos de la ecología microbiana que interesa 
tanto al microbiólogo como al gestor de un bien cultural, ya que permite 
aumentar el conocimiento sobre la capacidad de adaptación de los 
microorganismos a este tipo de ecosistemas y su comportamiento 
metabólico. Ello incide particularmente en los aspectos de conservación 
de pinturas rupestres, murales y frescos (R6l1eke el al., 1996; Hoyos el 
al., 1998; Cañaveras el al., 1999). 
El sistema Biolog 
Para realizar este estudio se ha empleado el sistema Biolog, 
inicialmente desarrollado para la identificación rápida de bacterias 
patógenas relacionadas con la microbiología clínica. Sin embargo, este 
sistema también se mostró como una herramienta adecuada para otro 
tipo de aplicaciones de interés en ecología microbiana. 
El sistema Biolog se basa en una microplaca con 96 pocillos, que 
contienen 95 fuentes de carbono diferentes y un pocillo blanco (A 1) que 
únicamente contiene agua. Los tipos de fuentes de carbono presentes 
en las ¡nicroplacas son: carbohidratos, ácidos carboxílicos, alcoholes, 
compuestos fosforilados, aminoácidos, compuestos aromáticos, 
compuestos bromados, aminas, amidas, ésteres y polímeros. A su vez, 
en todos los pocillos se encuentra un indicador de la actividad redox, 
violeta de tetrazolio, incoloro, que pasa de forma irreversible a 
formazan, de color púrpura. Este proceso se produce al llevarse a cabo 
la oxidación de los sustratos que dan lugar a la aparición de NADH que 
dona sus electrones a la cadena respiratoria. Las fuentes de carbono y 
el indicador, se encuentran deshidratados, en la microplaca, 
rehidratándose al inocular la suspensión de bacterias. La utilización de 
la fuente de carbono da lugar a la aparición del color púrpura. 
La existencia de 95 fuentes de carbono supone que se pueden 
crear '25 patrones posibles, o lo que es lo mismo aproximadamente 
4x1028 combinaciones, lo que es más que suficiente para poder ser 
utilizado como perfil de identificación de bacterias. El estudio de los 
resultados se hace mediante el software proporcionado por el 
fabricante, o aplicando métodos estadísticos como análisis de 
componentes principales (PCA), Manova, Anova, etc. 
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Tipos de microplacas 
Fundamentalmente existen dos tipos, las microplacas de 
identificación de microorganismos, y las microplacas para usos 
especiales. 
En el primer grupo, las microplacas de identificación, se 
encuentran las microplacas GN2 (bacterias Gram-negativas), GP2 
(bacterias Gram-positivas), AN (bacterias anaerobias), YT (levaduras) y 
FF (hongos filamentosos). Los tres primeros tipos y las nuevas FF, 
poseen 95 fuentes de carbono, algunas de ellas específicas, que junto a 
la base de datos que ofrece el fabricante permiten la identificación del 
microorganismo. Las microplacas YT, están configuradas para la 
realización de 94 tests de oxidación y asimilación de levaduras. De este 
modo las tres primeras filas de la microplaca poseen las fuentes de 
carbono y el indicador calorimétrico (violeta de tetrazolio) para los tests 
de oxidación, las 5 filas restantes poseen las fuentes de carbono para 
los tests de asimilación (la ultima fila posee dos fuentes de carbono por 
pocillo), que son cuantificados por turbidometría. En este caso el 
fabricante también incluye una base de datos para la identificación de 
las especies. 
En el segundo grupo, de micro placas para usos especiales, 
existen las SFN2, SFP2 (ambas destinadas a la caracterización 
metabólica de hongos y actinomicetos, cuyo crecimiento se inhibe con 
el indicador calorimétrico), Ecoplacas (empleadas en el estudio de 
poblaciones), ES (específica para Escherichía colí y Salmonella sp.) y 
MT2 (para aplicaciones desarrolladas por el investigador). Las SFN2 y 
SFP2 poseen la misma composición que las GN2 y GP2, 
respectivamente, pero sin el indicador calorimétrico, ya que éste no es 
reducido por a::tinomicetos y hongos. En este caso se determina el 
crecimiento mediante la medida de la turbidez. Las Ecoplacas contienen 
31 fuentes de carbono, por triplicado, por ello, son adecuadas para el 
estudio de comunidades bacterianas, puesto que permiten la creación 
de una "huella dactilar funcional", característica de cada población. Las 
microplacas MT2 tienen la misma composición en nutrientes y 
composición química que las GN2, pero no incluyen las fuentes de 
carbono, lo que permite que sea el usuario quien ensaye los 
compuestos de su interés. En ninguno de estos casos el fabricante 
aporta una base de datos, ya que no es aplicable. 
Limitaciones del sistema 
Fundamentalmente son cuatro: 
1. Densidad inicial del inóculo, ya que el desarrollo de color es 
directamente proporcional a la densidad del inóculo, así las 
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densidades bajas pueden producir falsos negativos y viceversa, 
densidades altas pueden producir falsos positivos, incluso el pocillo 
blanco dar reacción. En principio se puede evitar el problema de la 
baja densidad del inoculo con mayores periodos de incubación, pero 
como se verá este es otro factor limitante. 
2. Tiempo de incubación, el desarrollo de color también es 
directamente proporcional al tiempo de incubación, así según 
aumenta este, aumenta el color. Este factor y el anterior, a su vez, 
interfieren con el siguiente. 
3. Tasa de crecimiento de los microorganismos, esta se ve afectada 
por el inoculo y la cepa bacteriana, lo que puede conducir a largos 
periodos de incubación. 
4. Medio de cultivo de las placas y requerimientos específicos, este es 
un factor relacionado con las necesidades de una determinada cepa 
bacteriana. Como se ha indicado, las placas del Biolog contienen el 
medio deshidratado, y en determinadas ocasiones este puede 
resultar inadecuado, de tal modo que impida el desarrollo de la 
bacteria, lo cual provoca la aparición de menos resultados positivos. 
Este factor limitante en principio podría solventarse inoculando con 
una alta densidad de bacterias, en estado exponencial de 
crecimiento, para poder eer la actividad fisiológica, sin perder de 
vista la primera limitación indicada. 
Todas estas limitaciones están directamente relacionadas con la 
manipulación de los microorganismos y con la propia naturaleza de 
estos. Sin embargo, estas limitaciones se pueden aprovechar para el 
desarrollo de nuevas aplicaciones. 
Uso de las distintas microplacas y perspectivas de nuevas 
aplicaciones 
El sistema Biolog posee un gran rango de posibilidades, 
permitiendo un elevado número de estudios, tales como la identificación 
de microorganismos, caracterización de estados fisiológicos de una 
población, distinguir poblaciones entre sí, realizar tests de toxicidad o de 
degradación de determinados compuestos, etc. 
La relativa simplicidad del método permite combinar técnicas de 
microbiología clásica con métodos automatizados, como la combinación 
del sistema Biolog y el MPN (most probable number) (Gamo y Shoji, 
1999) lo que permite estimar el número de usuarios de una misma 
fuente de carbono dentro de una determinada población. El desarrollo 
de esta técnica se basa en las limitaciones propias del sistema. 
Una de las aplicaciones más frecuentes ha sido su aplicación al 
estudio de poblaciones microbianas en suelos (Garland, 1996; Heuer y 
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Smalla, 1997), ya que determinando los patrones bioquimicos de las 
poblaciones presentes se puede detectar la posible relación de las 
bacterias con las rizosferas de determinadas plantas. 
Otra aplicación interesante es el estudio de la diversidad funcional 
(Zak et al., 1994; Insam et al., 1996). Este tipo de estudio permite 
determinar la capacidad de colonización de una población de 
microorganismos, o los posibles cambios de población, que se van a 
producir al cambiar las condiciones del entorno. 
El ensayo de la degradación de cornpuestos tóxicos es una de las 
aplicaciones de las rnicroplacas MT2 de Biolog, y permiten ensayar 
hasta con 95 tóxicos diferentes o con 95 poblaciones diferentes para un 
misrno tóxico (Gorden et al., 1993; Strong-Gunderson y Palumbo, 1994; 
Lee et al., 1995). 
También es de destacar que el patrón bioquimico que surge del 
Biolog en la caracterización de poblaciones bacterianas puede 
combinarse con métodos moleculares, corno ARDRA y DGGE (Smalla 
et al., 1998), o fenotípicos (Verschuere et al., 1997). 
En definitiva, el sistema Biolog es muy versátil, ya que permite un 
gran número de aplicaciones en estudios microbiológicos. Adernás se 
perfila como una herramienta adecuada para el estudio de los biofilms, y 
en el caso que nos ocupa, como un sistema para el estudio de las 
actividades metabólicas de las poblaciones presentes en monumentos. 
MATERIAL Y MÉTODOS 
Procedencia de las cepas estudiadas 
Las bacterias empleadas procedían de los rnuestreos realizados 
en las cuevas de L10nín y Tito Bustillo, en Asturias, y La Garma, en 
Cantabria. Todas ellas se encuentran en la cornisa Cantábrica (norte de 
España) y poseen importantes muestras de arte rupestre. Las dos 
primeras son cuevas que han sufrido un importante impacto 
antropogénico, mientras que la tercera se considera como una cueva 
"virgen". La primera, L1onín, fue empleada durante 13 años (1957-1970) 
para la elaboración y maduración del queso de Cabrales. La segunda, 
Tito Bustillo, es una cueva visitable de marzo a septiembre con un 
régimen de visitas de 400 personas/día, divididas en grupos de 25 
personas con un tiempo de visita de 40-50 minutos. Esta cueva sufre 
inundaciones periódicas producidas por la crecida de un río 
subterráneo. La tercera cueva, La Garma, fue descubierta en noviembre 
de 1995, y sólo ha sido abierta para los estudios arqueológicos. De 
hecho hasta el muestreo, realizado en octubre de 1998, sólo había sido 
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visitada por 64 personas, con un tiempo total de permanencia en la 
cueva de 45 horas. 
identificación 
Las identificaciones se realizaron mediante el análisis de los 
ácidos grasos metilados de las bacterias, mediante el sistema MIOI, 
según los protocolos de cultivo en medio sólido y las especificaciones 
instrumentales recomendadas por el fabricante (Microbial Identification 
System, Inc., Oelaware, USA). La base de datos empleada fue Sherlock 
Standard Aerobe Oatabase.· Para los casos en los que el índice de 
similitud obtenido en el sistema MIOI era inferior al 0,7 se empleó el 
sistema Biolog (Biolog, Inc. Hayward, Califomia, USA), utilizándose las 
microplacas GN2 y GP2, Y la base de datos GN2 y GP2 versión 4.0. 
Las cepas bacterianas estudiadas se muestran en la Tabla 1. 
TABLA 1 
Identificación, procedencia y temperatura de aislamiento de las bacterias 
estudiadas. 
Bacteria Identificación P aislamiento Cueva 
LL515 Arlhrobacler viscosus 13°C Llonin 
TBS3 Bacillus halodurans 28°C Tito Bustillo 
TBS21 Bacillus megalerium 20°C Tito Bustillo 
M613 Bacillus sp. 13°C La Garma 
TBS91 Kocuria sp. 5°C Tito Bustillo 
M612 Pseudomonas pulida 13°C La Garma 
M637 Pseudomonas sp. 5°C La Garma 
LL519 Sporosarcina ureae 13°C Llonin 
Microplacas y procedimiento de incubación 
Las microplacas empleadas en el estudio a diferentes 
temperaturas fueron GN2 y Ecoplacas. Para todas las cepas estudiadas 
se utilizaron las placas GN2 y Ecoplacas por duplicado. Las 
temperaturas de incubación de las microplacas fueron 28°C, 13°C Y 5°C 
(esta última solamente en las cepas aisladas a 5°C). Se eligieron estas 
temperaturas de incubación debido a que 28°C es la temperatura 
habitual de incubación en el laboratorio, 13°C es la temperatura de las 
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cuevas, y 5°C fue seleccionada para identificar posibles cepas 
psicrófilas. 
Obtención y análisis de los resultados 
Se tomaron medidas a las 24 y 48 horas de incubación, excepto 
en las placas incubadas a 5°C que fueron medidas a las 72 y 96 horas. 
La utilización de las fuentes de carbono se determinó mediante la 
aparición de color en los pocillos debido a la reducción del violeta de 
tetrazolio, realizándose la medida a 590 nm en un lector E-Max 
Microplate Reader (Molecular Devices Corporation, USA). Los valores 
de densidad óptica (DO) obtenidos se corrigieron mediante la 
sustracción del valor de DO obtenido en el pocillo blanco (A 1) del resto 
de los pocillos, obteniéndose de este modo la DO neta de cada pocillo 
(Verschuere et al., 1997). Todas las medidas se realizaron por 
duplicado. 
El análisis estadistico de los resultados se realizó aplicando 
Análisis de Componentes Principales (PCA) a los resultados mediante 
el programa Statistica (Kernel release 5.5, StatSoft, Inc, USA). 
RESULTADOS Y DISCUSiÓN 
De las tres cuevas estudiadas se aislaron un gran número de 
bacterias que se incubaron a distintas temperaturas: 5, 13, 20 Y 28°C. 
De esta serie se seleccioraron 8 cepas bacterianas aisladas a diferentes 
temperaturas. Dos procedían de la cueva de Llonín; Arthrobacter 
viscosus y Sporosarcina ureae. Tres procedían de Tito Bustillo; Kocuria 
sp., Bacillus megaterium y Bacillus halodurans. Por último, tres 
procedían de La Garma; Pseudomonas putida, Bacillus sp. y 
Pseudomonas sp. 
Para determinar si se producía un uso diferencial de fuentes de 
carbono de las distintas cepas en función de la temperatura de cultivo, 
se utilizaron las microplacas GN2 y Ecoplacas de Biolog. 
Las placas GN2 poseen 95 fuentes de carbono diferentes, de las 
cuales 28 son carbohidratos, 24 ácidos carboxílicos, 20 aminoácidos, 2 
ésteres, 5 polímeros, 2 alcoholes, 3 amidas, 3 compuestos fosforilados, 
4 compuestos aromáticos, 1 compuesto bromado y 3 aminas (Garland 
y Milis, 1991). Las Ecoplacas son una l.ersión modificada y reducida 
de la anterior, de modo que poseen sólo 31 fuentes de carbono, de las 
que 26 coinciden con las placas GN2 y las 5 restantes son distintas. 
Las 31 fuentes se pueden agrupar como en el caso anterior, según su 
naturaleza, en 8 carbohidratos (7 comunes con GN2), 7 ácidos 
. carboxílicos (6 comunes con GN2), 6 aminoácidos (5 comunes con 
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GN2), 4 polímeros (todos comunes con GN2), 2 compuestos 
fosforilados (comunes con GN2), 2 compuestos aromáticos (nuevos) y 
2 aminas (comunes con GN2). Como se puede apreciar, la diferencia 
entre ambos tipos de placas no es sólo el número sino también el tipo 
de fuentes. Así, en las Ecoplacas desaparecen algunas familias de 
compuestos. Además hay que tener en cuenta que el peso de cada 
fuente en el conjunto de la microplaca es mayor en las Ecoplacas, ya 
que en estas cada fuente supone el 3,22% del total, mientras que en 
las GN2 es el 1,05%. Por ello, no se debe comparar los resultados de 
ambos tipos de microplacas, sino que deben analizarse por separado. 
Evidentemente debe existir una coincidencia en los resultados 
obtenidos. 
En las Tablas 2 y 3 se representa los grupos de fuentes de 
carbono presentes en los dos tipos de microplacas ensayadas y la 
utilización de estas por parte de las 8 bacterias seleccionadas. Se 
observa que a 13°C la mayoría de las bacterias utilizan un mayor 
número de fuentes de carbono que cuando se incuban a 28°C en 
microplacas GN2. Las dos bacterias aisladas a 5°C mostraron que a 
esa misma temperatura utilizaban un menor número de fuentes de 
carbono que a 13 y 28°C. Los aislados a 13°C mostraron, en todos los 
casos, la utilización de un elevado número de fuentes de carbono a esa 
temperatura. Cabe destacar que A. viscosus y S. ureae solo fueron 
capaces de utilizar unas pocas fuentes de carbono a 28°C. Bacillus 
megaterium, aislada a 20°C, también tuvo un comportamiento similar, 
mostrando una mayor eficiencia a 13°C que a 28°C. 
Los resultados obtenidos en las Ecoplacas son similares a los de 
las placas GN2, aunque con algunas divergencias, como en el caso de 
B. halodurans, que en las Ecoplacas utilizó un mayor número de 
fuentes de carbono a 13°C. Sin embargo, hay que destacar que el 
porcentaje de fuentes empleado en las diferentes temperaturas, en 
este caso, es muy similar, 58% de fuentes em pleadas a 13°C y 42% a 
28°C, en las Ecoplacas, frente a 76% a 13°C y 92% a 28°C en las 
microplacas GN2, en ambos casos la diferencia entre temperaturas es 
de un 16%. 
En general se produce una mayor utilización de fuentes de 
carbono a 13°C. Sin embargo, cabría preguntarse si esta capacidad de 
uso va acompañada de una eficiencia similar, para determinar si las 
bacterias aisladas a estas temperaturas están adaptadas a ellas, es 
decir si son psicrófilas o toleran las bajas temperaturas siendo otra su 
óptimo de crecimiento. Se define la eficiencia de uso, como la DO a 
590 nm obtenida al utilizar una determinada fuente de carbono, 
mediante la transformación del violeta de tetrazolio en formazan. En la 
Tabla 4 se muestra un cuadro resumen de las eficiencias de uso, 
determinadas en función de la DO media total de la microplaca. Así se 
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Tabla 2.: Uso de las fuentes de carbono por las 8 bacterias seleccionadas, incubadas en microplacas GN2 
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Fuentes 
carbono 13" 28" 13" 28" l3" 28" l3" 28" 5" l3" 28" 5" l3" 28" l3" 28" 13" 28" 
Biolog 
Carbohidratos 28 27 2 28 14 22 24 28 23 6 27 20 14 23 19 23 23 28 2 
Ácidos carboxílicos 24 21 1 21 1 18 20 22 14 8 18 13 22 24 23 14 9 21 O 
Amino ácidos 20 20 O 20 5 16 20 20 16 2 15 11 16 20 20 10 3 20 O 
Esteres 2 2 1 2 1 1 2 1 1 O 2 1 2 2 2 2 2 2 O 
Polimeros 5 4 2 4 5 4 5 5 3 1 5 5 2 5 4 4 3 5 1 
Alcoholes 2 1 O 2 1 2 2 2 1 O 1 O 1 2 1 1 1 2 O 
Amidas 3 3 O 3 1 2 3 3 3 O 2 2 2 2 3 3 3 3 O 
Compuestos fosforilados 3 3 O 3 O 3 3 3 O O 2 O 1 1 1 1 1 3 O 
Compuestos aromáticos 4 4 O 4 4 3 4 4 4 2 3 O 3 3 3 3 3 4 O 
Compuestos bromados 1 1 O 1 1 1 1 1 1 1 O 1 1 1 1 1 1 O O 
Aminas 3 3 O 3 O 3 3 3 O 1 3 1 1 3 2 O O 2 O 
Total de fuentes de carbono 95 89 6 91 33 75 87 92 66 21 78 54 65 86 79 62 49 90 3 empleadas 
Tabla 3: Uso de las fuentes de carbono por las 8 bacterias seleccionadas, incubadas en Ecop!acas 
h g> ar 3 S Ji' JI -g> Gfs. ~E? ~E? eg ",eg Sia ~il 9.: 8 ~8- !:¿§5-Si" ~ ~~ ffi"~ /53' =3 §::3 2.;¡g ~ru ~& ~'~ § ro" ~Q ~ ~ ~ 
'" 
= = 
s· 
~ ru 
Fuentes 
carbono 13" 28" 13" 28" 13" 28" 13" 28" 5" 13" 28" 5" 13" 28" 13" 28" 13" 28" 
Biolog 
Carbohidratos 8 7 3 7 4 7 5 7 6 5 7 8 8 7 8 7 7 8 5 
Ácidos carboxí!icos 2 4 O 4 1 3 1 7 6 2 4 6 7 7 7 6 4 7 1 
Amino ácidos 6 5 O 2 5 5 4 6 5 6 5 6 6 6 6 O 2 5 1 
Polimeros 4 3 O 3 3 3 3 4 2 O 4 4 4 4 4 3 2 4 4 
Compuestos fosfori!ados 2 2 O 2 O O O 2 1 4 2 1 2 2 1 1 O O O 
Compuestos aromáticos 2 1 O O O O O O O O O 1 2 2 1 1 O O O 
Aminas 2 O O O O O O 1 O 1 1 1 2 2 1 O 1 2 1 
Tata! de fuentes de carbono 31 22 3 19 13 18 13 27 20 18 23 27 31 30 28 19 18 28 12 empleadas 
ve que las bacterias aisladas a 13°C son más eficientes utilizando las 
fuentes de carbono a esta temperatura, excepto Arlhrobacter viscosus 
en las micro placas GN2, donde es ligeramente menos eficiente que en 
las Ecoplacas. Las bacterias aisladas a 5°C son mucho más eficientes 
a 28°C, mientras que la bacteria aislada a 28°C es más eficiente a su 
temperatura de aislamiento, y la aislada a 20°C lo es a 13°C. 
Tabla 4 
Eficiencia de uso de las fuentes de carbono 
GN2 Ecoplaca 
5°C 13°C 28°C 5°C 13°C 28°C 
Arlhrobacter ++ +++ +++ + 
viscosus - -
Bacillus sp. - ++ + - ++ + 
Bacillus + ++ + ++ 
halodurans - -
Bacillus +++ ++ ++ + 
- -
megaterium 
Kocuria sp. + ++ +++ + ++ +++ 
Pseudomonas ++ + +++ ++ + +++ 
sp. 
Pseudomonas +++ ++ +++ ++ pulida - -
Sporosarcina 
-
+++ + 
-
+++ + 
ureae 
. . .. 
- no determinado; + poco eficiente; ++ eficiente; +++ muy eficiente 
Se puede establecer un criterio de eficiencia/uso de fuentes de 
carbono, de tal modo que las bacterias aisladas a 13°C y 20°C utilizan 
más fuentes y lo hacen con rrás eficacia a 13°C. En las bacterias 
aisladas a 28°C y 5°C no se obtiene esta relación de un modo claro, 
aunque también es cierto que el número de fuentes de carbono 
empleadas a las distintas temperaturas es muy similar, lo que hace que 
se aprecien más los efectos de la variabilidad de la población 
bacteriana. 
Según lo visto hasta ahora, cabría esperar que la mayor parte de 
las bacterias tuviesen su óptimo de crecimiento cerca de los 13°C, sin 
embargo, la obtención de las curvas de crecimiento de todas las 
bacterias en el rango de 5-45°C, indicó que los óptimos de crecimiento 
no coinciden con esta temperatura, como muestra la Figura 1. En 
efecto, todas las bacterias tienen el óptimo de crecimiento entre 28° y 
38°C. Definir la temperatura óptima de crecimiento es complejo en 
algunos casos, como sucede en el caso de Bacillus sp., aunque también 
tenemos casos claros como el de Arlhrobacter viscosus, con un 
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Figura 1: Curva de crecimiento a 5°C (s), 13°C ~),28°C(l),38°C q,) y 45°C (. ) 
de A) Kocuria sp (aislada a 5°C), B) Bacillus megaterium.(aislada a 20°C), C) 
Pseudomonas pulida (aislada a 13°C), D), Bacillus halodurans (aislada a 28°C), 
E), Bacillus sp. (aislada a 13°C), F), Pseudomonas sp. (aislada a 5°C) and G), 
Sporosarcina ureae (aislada a 13°C), H), Arthrobacter viscosus (aislada a 13°C) 
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crecimiento óptimo a 38°C. Para determinar la temperatura de 
crecimiento óptimo, se midió el crecimiento a las 24 horas de cultivo, 
que es el momento en el que se realiza la medida en el sistema Biolog, 
tomándose de este modo las mayores pendientes de crecimiento (Tabla 
5). 
Tabla 5 
Crecimiento de las bacterias a distintas temperaturas. Determinación del 
crecimiento de las bacterias a las 24 horas, a distintas temperaturas de 
incubación 
Temperatura de cultivo 
5°C 13°C 28°C 38°C 
Pseudomonas sp. + + ++ +++ 
Kocuria sp. + + ++ +++ 
Arihrobacter 
+1-
viscosus 
++ ++ +++ 
Sporosarcina ureae - + ++ +++ 
Pseudomonas 
+1- + ++ +++ putida 
Bacil/us sp. +1- ++ +++ ++ 
Bacillus halodurans - + +++ ++ 
Bacillus meqaterium - + + +++ 
+++: Crecimiento opllmo; ++: Buen crecimiento; +: Crecimiento; 
+1-: Crecimiento escaso; - : No Crecimiento 
45°C 
+ 
++ 
++ 
+1-
+ 
+1-
+ 
++ 
A la vista de los resultados obtenidos, parece que existe una 
discordancia entre la temperatura óptima de crecimiento y la capacidad 
de uso de fuentes de carbono por parte de algunas de las bacterias 
estudiadas. Este hecho puede estar relacionado con la adaptación de 
las bacterias de ambientes hipogeos a las bajas temperaturas, de modo 
que para contrarrestar el efecto térmico recurren a la diversificación del 
uso de fuentes de carbono y a ser más eficaces utilizándolas. 
Como conclusión, se observa que la temperatura es un factor 
importante en la actividad metabólica de las cepas estudiadas, ya que 
modifica la eficiencia y el uso de fuentes de carbono por parte de la 
célula. Sin embargo, a la hora de realizar aislamientos, la temperatura 
no parece un factor esencial, ya que en todos los casos estudiados se 
ha visto que todas crecen mejor entre 28 y 38°C, a pesar de su 
procedencia. La aplicación de análisis estadístico multifaclorial a los 
resultados (análisis de componentes principales), viene a confirmar lo 
dicho hasta ahora, no aportando nueva información, en este caso. 
161 
A su vez, se ha observado que no se producen grandes 
diferencias en la información obtenida en las Ecoplacas y las placas 
GN2. Quizás la principal diferencia sea el efecto de la variabilidad 
metabólica sobre los resultados obtenidos, de tal modo que las 
Ecoplacas son más sensibles a la variabilidad, hecho que se aprecia en 
el análisis estadístico. En las Ecoplacas el efecto de la temperatura es 
más uniforme, apreciándose menos diferencias que en las microplacas 
GN2. De todos modos, estas diferencias no son significativas en la 
mayoría de los casos. Así se puede afirmar que el uso de los dos tipos 
de microplacas es indiferente siempre que se tenga en cuenta el efecto 
de la variabilidad sobre las Ecoplacas. 
A modo de conclusión final, se puede afirmar que la mejor 
temperatura de aislamiento para microorganismos procedentes de 
ambientes hipogeos es de 28°C, aunque posteriormente es conveniente 
en otro tipo de experimentos, como por ejemplo, el estudio del efecto de 
la actividad metabólica de estos microorganismos sobre pinturas 
rupestres, capacidad de colonización de nuevas bacterias en ambientes 
hipogeos, etc., recurrir a las temperaturas habituales en su entorno 
natural, ya que es el único modo de explotar toda la potencialidad del 
microorganismo. 
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